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INTRODUCCTION



HISTOPLASMOSIS

La histoplasmosis es una enfermedad causada por el hongo

dimdrfico H. capsulatum, se inicia reqularmente a nivel pulmonar
Yy posteriormente puede diseminarse a diferentes 6rgancs, es
frecuente en los climas trépicales y subtrdpicales del mundo,
en América las &dreas conocidas con mas altos indicés de casos
se localizan en la parte este de los Estados Unidos Y América
Latina, principalimente Panam&, Nicaragua, Honduras, Venezuela,
Colombia, Brasil y las Antillas.) 2 3 1 En México se conoce desde

la época de la colonia como la fiebre de las cavernas o cuevag,s

y se localiza en los Estados de Guanajuato, Queretaro, San
Luis Potosi, Tamaulipas, Guerrero, Colima, Durango, Morelos,
Nayarit, Veracruz y Chiapas, Estados considerados zonas

endémicas de esta micosisg.t:?

Etiologia

Histoplasma capsulatum tiene como habitat natural el suelo,

donde existe en la forma micelial (fase vegetativa}l compuesta
por hifas de 1.2 a 1.5 um de di&metro. Las hifas producen dos
tipos de conidias: las macroconidias que miden 8-15 um vy,
microconidias de 2-5 am, las cuales al ser inhaladas por el
hospedero, adquieren la forma de levadura (fase parasitaria)
ovoide, uninucleada, de pared delgada; se localiza dentro de las
células reticuloendoteliales vy macréfagos y se reproducen‘por

gemacidn con un cuello angosto entre la madre y la célula hija.

i. 4. 8



El cambio de la forma micelial a la levaduriforme de EH.
capsulatum se da por mecanismos dependientes de la temperatura,
de la regulacién de expresion de genes, produccidn de enzimas
incluidas en el metabolismc de la cisteina y la funcidn
mitocondrial, ademas de alteraciones en el metabolismo del A4cido

nucleico y sintesis de proteinas. ?

En diferentes &reas geogrdficas existen distintos tipos de cepas

de H. capsulatum de suelo y muestras clinicas, se puaden

determinar por medio de la técnica de patrones de fragmentos de
restricciébn de DNA mitocondrial v DNA ribosomal especificos en
los cuales se han encontrado seis clases, cada una c¢on un patrén
caracteristico de DNA mitocondrial. En Estades Unidos se ha
demostrado gue la mayoria de las cepas aisladas tienen
patrones idénticos de DNA mitocondrial y DNA ribosomal, por lo
que se considera Gtil para el conocimiente de nuevas d&reas

endemicas para la histoplasmosis.!® . 32

La infeccién por H. capsulatum se adquiere por la inhalacién de
polvo contaminado con esporas de este hongo, las Euales llegan a
los espacios alveolares y los signos y sintomas qgue presentan en
el hospedero dependen del nimerc de esporas inhaladas y de su
respuesta inmune.??® Una vez dentro de los pulmones unoc de los

mecanismos de inmunidad celular contra _H. capsulatum es la

participacidén de las ¢élulas T CD4+, las cuales juegan un papel
muy  importante en la defensa del hospedero, se ha demostrado

experimentalmente que ratones con c¢élulas T CD4+ bajas e



infectados con el hongo en el laboratorio tenian un aumento
progresivo de mortalidad del 50% a partir del 7o dia y hasta el
1005 en el 1l4o dia y acdemds presentaban un incremento en el
atimerc de unidades formadoras de colonias del hongo en el bazo
de 58 a 256%, en comparacién con 1los grupos de ratones
control. Por otro lado, la inoculacién intravenosa de células T

CD4+ clonadas reactivas a H. capsulatum protegian a los ratones

después de retarlos con la forma levaduriforme.®

Una enfermedad en humanos gue favorece la infeccién por H.
capsulatum es el SIDA porque semeja al ejemplo anterior y la
histoplasmosis diseminada se presenta cuando las células T CD4+

bajan.'®

De igual modo se ha demostrado que los receptores de adhesidn de
1a familia de 1les linfocitos CD18 sobre la superficie de los
macréfagos alveolares humanos Son importantes en la ingestidn de

levaduras y microconidias de H. capsulatum.? 18

Recientemente se ha planteado que el grado de patogenicidad de

la cepa de H. capsulatum depende del tiempo de transformacidn de

la fase micelial a la levaduriforme en el interior de las
células fagocitarias {polimorfonucleares Y macrofagos
alveolares); esta conversién "in vivo" tiene un papel muy

importante en la resolucién de la infeccién, puesto que la fase

micelial se elimina f&cilmente por los macrbfagos alveclares.?



Cuadro clinico.

En la histoplasmeosis se reconocen principalmente dos

fases:
Asintomitica
Histoplasmosis Leve
primaria Sintomatica Moderada
Grave
Aguda
Histoplasmosis
secundaria
Crénica
En la histoplasmosis primaria asintomdtica se presentan la

mayoria de los casos 95% con un ligero malestar a veces
acompafiado por fiebre o cefalea y solo es detectable por una
prueba intradérmica a la histoplasmina; el restc 5% puede
presentar una sintomatologia variada con tres estadios: leve,

moderada o grave.

La leve simula un resfrio comin con febricula, cefalea y dolores
musculares; en las radiografias pueden cobservarse algunas
lesiones microndédulares en uno o ambos campos pulmonares. La

moderada es similar a una neumonia atipica con fiebre, malestar
general, tos seca, dolor toricico y fatiga; en las placas
radiograficas son mas abundantes las lesiones micronddulares y

hay infiltracién difusa. La grave se caracteriza por fiebre



con temperaturas de 32 a 41 °C, escalofrios, diaforesis profusa,
cefalea, dolores musculares, tos seca, dolor tordcico, disnea,
cianosis y postracién; en las radiografias de tdrax se observan
miltiples ndédulos diseminados a ambos campos pulmonares,
adenopatias hiliares, lesiones cavitarias y derrame pleural.® ¢
2 pFn  pacientes con evolucidén grave, se desarrclla un
histoplasmoma, el cual es una lesidn cavitaria, encapsulada vy
calcificada constituida por un foco central de necrosis; la
calcificaciédn se desarrolla en varios afios y el calcio lo cubre
en circules concéntriceos . sobre la zona fibromatosa;
radiolégicamente aparecen come una sombra opaca nodﬁlar
solitaria, bien circunscrita de mas de 3 cm de didmetro. En
muchos casos 1la lesién  es mas frecuente en 1los 1ébhulos

inferiores y con lesiones satélites calcificadas. !

La infeccién secundaria presenta dos estadios diseminados, agudo
vy crénico; el agudc es rarc en México, se disemirna con un cuadro
respiratcoric febril con tos constante vy poca expectoracidn;
origina adenopatias hiliares miltiples, hepatomegalia Y
esplenomegalia. La crdénica es frecuente en personas de 40-60
aftos en gquienes la resistencia a la enfermedad disminuye;
manifiesta un cuadro respiratorio con tos, escasa expectoracidn
y sin hemoptisis, confundible con tuberculosis crénica. Cuando®
la enfermedad se disemina, se caracteriza por lesiones ulcerosas
en la piel o mucosas de labio, lengua, faringe, intestinos y

genitales y los sintomas dependen del O&rgano u édrganos



afectados. *
Diagnéstico.

rara el diagndéstico de la histeplasmosis es necesario
identificar a H. capsulatum por medio de un examen directo de
muestras de esputo, secreciones o fragmentos de biopsia,
aspirado bronquial vy exudados tefiidos con colorantes de PAS,
GIEMSA, Gracott o Gridley; al microscopio se observan
egtructuras levaduriformes dentro de los polimorforucleares,
que miden 1-2 pm de didmetro con un halo refringente. Las
muestras clinicas se siembran en agar Sabouraud y se incuban a
350 ¢ durante 2-4 semanas; en donde crécen dos tipos de
colonias, A y B, ambas al inicio son blancas, vellosas y secas;
posteriormente las colonias de tipo A contindan su desarrollo
con las mismas caracteristicas, en cambio la B se torna de color
amarillc y posteriormente cafe-pardo; al examen directe ambas
colonias presentan micelio delgado, tabicade y hialino. De las
hifas nacen directamente microconidias o aleuriosporas
piriformes, de aproximadamente 2 pm {abundantes en la cepa A) Y
las tipicas macroconidias gque nacen de un conidioforo, con
doble membrana, espiculadas, con aspecto de rondanas de reloj
(abundantes en la cepa B). Los dos tipos de cepas se desarrocllan
en medios enriquecidos de gelosa sangre © infusién cerebro
corazén, se incuban a 37 °C durante 4-6 semanas, €n donde se
obtienen colenias de aspecto brillante, limitadas, hiOmedas de

color blanco sucio; las cuales al examen directo con una tincidén
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de Wrigth o Giemsa se observan levaduras ovales con gemas.® !

para el diagnéstico serolégico de la histoplasmosis se dispone
de wuna serie de pruebas como inmunodifusién, fijacién de
complemento, electroforesis e inmunofluorescencia;! * ! sin
embargo las mas Utiles actualmente son la prueba de ELISA Yy el
Western Dblot por su capacidad de medir el nivel de

inmunoglcbulinas en el hospedero .

Una prueba epidemicldgica que puede ser Gdtil en el diagndstico
de la histoplasmosis es la reaccién cutdnea de hipersensibkilidad
tardia; esta reaccidn aparece de 7-10 dias después de la

inhalacién de las esporas de H. capsulatum; la prueba se realiza

con dos antigenos compuestos por polisacéridos obtenidos, de la
fase micelial del hongo (M), y de la fase parasitaria (L).% * #
Una prueba con resultado positivo significa infeccidn pasada

o reciente y Ppor 1o tanto revela exposicién previa vy

reactividad al hongo.?

COCCIDIQIDOMICOSIS

Otra micosié de gran importancia, por su alta endemicidad en
nuestro pais es la coccidioidomicosis, infeccién pulmonar
benigna, asintomatica o moderadamente grave que en general se
resuelve con rapidez. Se presenta en forma endémicas en zonas de
clima 4rido y semidrido con l1luvias escasas, verano caluroso,

escasas heladas invernales, baja altitud, suelo salinc, con
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flora y fauna poco abundantes.? En el continente Americano las
zonas endémicas se extienden desde los 40'N, 120'W en el norte
de Baja California a los 40'S, 65'W en Argentina. Dentrco de
estos paréametros, el éréa de mayor endemicidad de
caccidioidomicosis se localiza entre el norte de México y sur de
los Estados Unidos de América.® *-?* En México se han descrito
tres Areas: 1) Zona norte, gque incluye los Estados de Baja
California Norte, Soncra, Sinaloa, Nuevo Lefn, Chihuahua,
Coahuila y Tamaulipas; 2} Litoral del Pacifico, c¢ircunda parte
de Sonora, Sinalca, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan y parte
de Guerrero; ¥y 3) Zona Centro, que comprende la parte de los
Estados de Coahuila y Nueve Ledn situadas al suroeste de la
Sierra Madre Oriental, continua por Durange, San Luis Potosi, vy

termina en el Estado de Guanajuato.?®?’
Eticlogia.

El agente etiolégico de la coccidioidomicosis es Coccidioides

immitis, hongo dimérfico con una fase parasitaria y otra

saprofitica. En el suelo y en 1los medios de cultivo se
desarrolla en forma de micelio {forma saprofitica) como hifas
septadas de 2-4 pm de didmetro, las cuales de 5-7 dias forman
cadenas de artroconidios multiniicleados, 1cs cuales se
desprenden y son llevados por el aire a otro sitio donde
germinan y forman una nueva hifa o sirve como la forma
infectante en humanos Yy otros hospederos.? #° Cuando 1los

artroconidios son inhalados, se transforman en células redondas
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con pared gruesa llamadas esférulas; estas estructuras son
multindcleadas y alcanzan un di&metro de 30-60 um en el tejido,
en su maduracién el protoplasma se divide en masas
multintcleadas para formar endosporas uninficleadas (2-5 um
de diametro}, envueltas por una membrana delgada y cuando
se completa su formacién, la membrana y la pared de la esfera se
rompen y las esporas son liberadas en los tejidos; las
endosporas se agrandan y se convierten en esférulas para repetir

otro ciclo de vida.?

Cuadro clinico.

Clinicamence la coccidioidomicosis se presenta en dos formas:

Asintomitica
Coccidioideomicosis
primaria
SintomAtica
Pulmeonar
Coccidioidomicosis
secundaria o progresiva Cuté&nea
Generalizada

La coccidioidomicosis primaria asintomdtica puede presentar una
enfermedad ligera parecida a un estado gripal solo detectable
por una prueba cuténea positiva a la coccidioidina; la
sintomatica se manifiesta como una afeccidén leve de vias

respiratorias acompafiada de sintomas como fiebre, anorexia,
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sudoracidn, debilidad, artralgias, tos, produccidn de
esputo y dolor torécico, manifestados de 1 a 3 semanas después

de la exposicién con el hongo.

La coccidioidomicosis secundaria © progresiva se origina por
diseminacidn de un foco primario, los sitios mas comunes son
meninges, huesos, coyunturas, piel vy tejidos blandos. Los tipos
de coccidioidomicosis secundaria son: la pulmonar, propia de
pacientes con enfermedades 0 Procesos debilitantes como
tuberculosis, linfomas y embarazos, con manifestaciones muy
variadas como neumonia, adenopatias hiliares y mediastinales;
la cutdnea puede presentar lesiones en cualquier parte del
cuerpo, gin embargo la tepografia mas comin es la ganglionar
(cuello, axilas e ingles), se caracteriza por abscesos frics o
lesiones gomosas no dolorosas con tendencia a fistulizarse,
drenan un exudado seropurulento, el cual casi siempre contiene
la forma parasitaxia del hongoe; la forma generalizada es comin
en pacientes inmunosuprimidos a partir de un foco miliar
diseminade por via linfatica ¥y hematégena a cualquier oSrganoc e
inclusive al sistema nervioso central.® * ®

La respuesta inmunolégica contra la infeccién por C. immitis la

inicia el complemento al opsonizar las esporas de este hongo,
estas posteriormente son fagocitadas por los macrofagos
alveolares los cuales al activarse liberan el factor
guimiotdctico para polimorfonucleares, sin embargo la

fagocitosis de las estructuras del hongo es dificil en los
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tejidos.® * ?® Los artrocénidios, endosporas y especialmente

las esférulas son resistentes a su eliminacién por tales
células,?- ' esta resistencia puede relacionarse con 1la
estructura de la pared externa del hongo vy el material

extracelular que la esférula elabora.®

La infeccidn producida por el hongo estimula a los
linfocitos T fundamentalmente durante la produccién de la
respuesta inmune y estas células estimulan activadores como las
linfocinas y glicoproteinas de las células involucradas en la
respuesta inflamatoria.’® 33, 1 cyando la enfermedad progresa se
manifiecsta una deficiencia en los mecanismos de defensa del
hospederco, posiblemente como respuesta a la deficiencia de las
células supresoras, complejos inmunes o© sustancias fingicas
inmunosupresivas.3. ¥ 3. 3 E] desorden en la inmunidad puede
manifiestarse por niveles elevados dé Ig E en el suero; los
cuales correlacionan con la progresividad de la enfermedad

debido a los anticuerpos anticoccidioidales.®*
Diagné6stico.

para el diagndstico de la coccidioidomicosis se realiza un

examen directo con KOH 10% de muestras de esputo, contenido

gastrico, liquide pleural, pus de abscesos y exudados de
lesiones  cuténeas, las cuales al microscopio presentan
esférulas que contienen endosporas. En cultivos de estas

muestras clinicas, el hongo crece de 4-8 dias a temperatura
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ambiente en medios de agar Sabouraud Yy micosel agar; las
colonias caracteristica son vellosas, blancas, secas que se@
extienden radialmente sobre el medio, con el tiempo se tornan
algodonosas y pueden tener un color pardo, en fases tempranas
los artroconidios aparecen pryimero en las ramas laterales de las
hifas vegetativas, las cuales scn delgadas y tabicadas con una
pared casi del doble de grueso con numercsas tabicaciones;
cuando el hongo envejece se ven numerosos artroconidios de
paredes gruesas que alternan con c&lulas de paredes delgadas,

las cuales son liberadas al fragmentarse el micelio.l- 4 24 2

Las pruebas serclbgicas mas Gtiles para el diagndstico de la
coccidioidomicosis son la precipitacidén en tubo ¥y la fijacién
de complemento, estas proporcionan una fuerte evidencia de
infeccidn reciente o activa; sin embargo, para medir anticuerpos
y antigeno fingico circulante en el suero de pacientes

infectados, se utiliza la prueba de ELISA.?%- %%

En esta micosis la inmunidad celular se demuestra a partir de
una intradermoreaccidn indicada por la reactividad a 1la
coccidioidina antigeno extraido de la fase micelial del hongo o
esferulina extraida de la fase levaduriforme en medios de
cultive, una prueba positiva significa infeccién pasada ©

reciente.l ¢ 22
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TUBERCULOSIS

Una de las infecciones pulmonares gue se confuncde con mucha
frecuencia por su cuadro clinice y pruekbas de gabinete con las
dos micosis descritas anteriormentce es la tuberculosis,
infeccién bacteriana crdnica generalmente de curse subagudo o
crénico que afecta diverses &rgancs o tejides principalmente a
nivel pulmonar. *?

La tuberculosis afecta 1 722 millones de perscnas en el munde,
un tercio de la poblacién mundial, vy causa tres millones de
muertes al afic. En México se ha demostrado que ocupa el segundo
lugar dentro de las causas de mortalidad vy entre los factores
que favorecen esta enfermedad se encuentran las condiciocones

socio-econdmicas, la sanidad y los recurscs de salud.¥

Etiologia.

El microorganismo causante de la tuberculosis humana es
Micobacterium tuherculosis, bacilo sinuoso, fecto O curvo gue
oscila entre 0.3 y 0.6 pum por 0.5-4.0 pum. Qcasionalmente se
encuentra en forma de racimo ¢ aislado; es A&cidoresistente,
inmévil, no esporulado y sin capsula; en medio de Lowenstein-
Jensen o© el de Middlebrook e incubados a 37°C crece de 4 a 8
semanas. B, 44, 45

M. tuberculosis se trasmite de persona a perscna por via

respiratoria por  medio de gotitas  expulsadas al toser,

estornudar © hablar, estas gotitas permanecen poco tiempc en el
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aire en donde son infectivas ¥ luego caen al suelc o sobre ropas
y objetos préximos donde mueren enseguida por desecacidén o por

la accién de la luz solay.*?

Cuadre clinico,.
La tuberculosis clinicamente se pPresenta en dos formas:

Asintomdtica
Tuberculosis primaria

Sintomatica

Tuberculosis de reinfeccidn

La tuberculosis primaria asintomitica puede ser clinicamente
aparente o] silenciosa sclo  detectable por una prueba

intradérmica con PPD y una radicgrafia de térax.

La tuberculosis sintomitica tiene un modo de inicio insidioso,
que a veces solo se manifiesta por una fiebre vespertina,
anorexia, palidez, perdida de peso, astenia o sudoracién
nocturna. Otros focos iniciales se localizan en piel, tubo
gastrointestinal, pleura, mucosa oral, amigdalas, oido

medioc, conjuntivas, vagina y tejido celular subcutineo.s?

La tuberculosis de reinfeccidén es a partir de un foco enddgeno,
el paciente presenta fatiga, anorexia, perdida de peso,

febricula vespertina; a medida que la enfermedad progresa la
tos se hace mas frecuente acompafiada con estrias

sanguinolentas; a nivel tordcico las lesiones apicales acentian
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los estertores o se oyen unicamente después de la tos.*®

Diagnéstico.

En el diagnéstico de la tuberculosis la radiografia de torax es
importante en la lccalizacidn, extensidén y evolucién de las
lesignes, la enfermedad se establece cuando el bacileo
cuberculoso es identificado en el esputo, expectoracidn, lavado
géstrico, lavado bronquial obtenido por breoncoaspiracién,
l1fguido de puncién pleural o peritoneal. Al tefiirse con Ziehl-
Neelsen o material fluorescente (auramina-rodamina), el bacilo
se obsexva delgado, a veces encorvado con esférulas
policromiaticas formando parejas © dgrupos. En cultivos con
medios especificos (Lowenstein, Jensen vy Middle Brokk) el

crecimiento inicia de 4-8 semanas y hasta dos meses .t 45

Serolégicamente para el diagndstico de la tuberculecsis se
utiliza la prueba de aglutinacidn de latex, ELISA ¥y
recientemente el antigeno 5. Otros métodos son las sondas de DNA
y monocitosis en sangre periférica.®

La prueba intradérmica con PPD (derivado proteico purificado de
1a tuberculina) es el métcdo mas eficaz para detectar personas
gue han tenide contacto con el bacilo. En general, la prueba se
realiza en el antebrazo, la lectura se hace al medir el didmetro
de induracién percibidoe por palpacién suave a las 48-72

horas . * Los enfermos de tuberculosis ¥y los sujetos
infectados, pero no enfermos, tienen una reaccién que mide en

promedioc 17 mm, €n personas que no presentan la enfermedad da
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falsos positivos cuando han sido vacunadas con BCG. La
reaccidn positiva del PPD es una prueba que sélo indica gque

probablemente hubo una infeccién por el bacilo anteriormente.®’

FACTOR INHIBIDOR DE LA MIGRACION

Existen investigaciones inmunclogicas "in vitro" que
coinciden con el estado "in vivo" de hipersensibilidad comc es
el factor inhibidor de la migracién (FIM) =1 cual ha sido poco
estudiado en las micosis profundas. El FI¥ es un factor soluble
que retarda la migracién de los macréfagos y otros leucocitos
contenidos en tubos capilares el cual es liberado en el momento
en gue el antigeno se pone en contacto cen los linfocitos T
sensibilizados. - 7. ¢
Las indicaciones para el uso del FIM corresponde a dos
categorias: 1) la evolucién de la funcién linfocitarias, la cual
esta relacionada con la expresién de hipersensibilidad cuténea;
2) la determinacién de leucocitos sensibilizados hacia antigenos
tisulares o drogas, esta no se recomienda por la posibilidad de

reacciones clinicas o de sensibilizacién de pacientes.®®
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El estudio de la histoplasmosis en México se inicia en 1948
por el Dr. Gonzdlez OCchoa en una investigacibén sobre la
reactividad cutdnea con histoplasmina, tuberculina ¥
coccidicidina y su relacidn con el catastro torécico en 150
habitantes de Abala Yucatdn, en gquienes encontrd una incidencia
de 55.3% de reactores a la histoplasmina, 23.3% a la tuberculina
y ningune a la coccidicidina y concluyd gque deberian realizarse
mas estudios para conocer la reactividad a la histoplasmina en
otras regiones del pais acompafiada de catastroc toracico para
contribuir al esclarecimiento de cuadros pulmonares no

tuberculoses.*?

Este mismo investigador en 1963 refiere el registro de brotes
epidémicos de histoplasmosis pulmonar de 1248-1963 en personas
que penetyaban en minas, cuevas, cavernas, tuneles y lugares
aledafios; en este estudio utilizd& pruebas intradérmicas con
histoplasmina en sujetos c¢on infeccidn sintomdtica. En el
periodo de 1948-1955 encontrd 20 epidemias y un caso aislado, y
de 1956-1963 11 epidemias y 4 casos aislados; en este (Qltimo los
sitios de epidemia se localizaron en las grutas de Cacahuamilpa
Gro, Querétaro Qro, San Luis Potosi SLP, Jimenez Tamp, Coatzala
Gro, grutas de Michapan Mor, Orizaba Ver, San Francisco Nay,
y San Cristébai Chis, donde la tasa de atague de infeccidn fue
en promedio de 88.1% y la de mortalidad de 8.1%. El autor

concluye hipotéticamente que la histoplasmosis esta ampliamente
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distribuida en México y que su frecuencia es amplia por la gran
cantidad de minas existentes en el territorio nacional con
abundante guano de murciélages, lo cual favorece el desarrollo

del hongo.*¢

Con base a lo reportado en el estudio anterior, Bustaﬁante en
1954 en el Simpdsium sobre histoplasmosis pulmonar primaria,
consideré que esta enfermedad adgquiere una importancia médica,
econdmica y epidemioldgica, sefiala que hasta 1963 se habian
reportado 372 personas infectadas con Histoplasma capsulatum por
haber estado en contacto con guano de murciélago Yy establecid
que para contratar trabajadores extractores de guano de
murciélage en minas, cuevas o tlneles debian aplicarse la prueba
intradérm8ca a la histoplasmina como requisito para su

contratacién.?

En el mismec Simpésium el Dr. Gonzdlez Ochoa comunica que con
base a un estudic realizado con personas de 26 entidades
de 15 Estados de la Repiblica Mexicana, en quienes se aplicaron
pruebas cut#&neas con histoplasmina, sefialo que a diferencia con
los Estados Unidos de América, en México la frecuencia de los
brotes epidémicos de la forma grave y la distribucién extensa de
los focos de infeccifén es mayor y gque la mayoria de estas
epidemias estdn asociadas con la presencia des guano de
murciélage. Ademés afirma que la prueba cutanea es
importante para detectar la enfermedad, pero tiene sus

limitaciones igual gque la tuberculino-reaccidn puesto que la
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positividad significa contacto pasado o reciente con el hongo,
y, a mayor inhalacién de esporas, el tiempo de aparicién de la
reactividad cutdnea a la histoplasmina es Twuy variable,
oscilando entre los extremos de 3 dias y 6 semanas, si bien en
las formas clinicas leve ¥y moderada ordinariamente la coversidn
hnacia la positividad se hace a las dos semanas, pero los casos

muy graves muerern sin presentar reactividad cuténea.®

En 1981 el mismo investigador reportd casos aislados de
histoplasmosis pulmonar primaria por medio de la reactividad
cuténea a la histoplasmina y por el aislamiento del hongo del
suelo; cencluyo que esta enfermedad tiene una amplia
distribucién en la Repiblica Mexicana y gue las zonas de mayor
incidencia estdn en el suroeste del pais con numeros0s Casos
mortales de donde se deduce gque es verdaderamente un problema de

salud piblica.®

En 1985 Becerril y col investigaron scbre la incidencia de las
micosis profundas en pacientes con enfermedades respiratorias y
probar 1la reactividad y especificidad de antigenos crudos Yy
purificados. Aplicaron pruebas intradérmicas con antigenos de
histoplasmina, blastomicina, paracoccidioidina Yy coccidioidina
en 98 pacientes hospitalizados en el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias provenientes de diferentes regiones
de la Reptblica Mexicana y encontraron un 1% de reactividad a la
histoplasmina en personas provenientes de la zona centro del

pais y un B8.1% de reactividad a 1la coccidicidina en los
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procedentes del Golfo centre y DF, asi como 11.2% a la
paracoccidioidina, 12.2% a la blatomicina. Los investigadores
concluyeron que los antigenos crudos presentaron una mayor
reactividad gque los antigenos purificados, particularmente en
pruebas de menos sensibilidad como la inmunodifusidn en gel y la
contrainmunoelectroforesis donde los antigenos purificados no
fueron funcionales, sin embargo, estos antigenos son fitiles en
pruebas de mayor sensibilidad como la ELISA. Ademas el estudio
indicé un probable contacte de los -pacientes con los agentes

etiolégicos de las micosis estudiadas.®

Taylor y col en 1994 con el fin de establecer un modelo de
investigacién para histoplasmosis en poblaciones susceptibles y

aislar H. capsulatum en la naturaleza, desarrollo un proyecto en

los municipios de Juxtlahuacan y Olinala en el Estado de
Guerrero; aplicaron pruebas cutdneas con histoplasmina a 128
personas con actividad ocupacional relacionada con excretas de
aves e} de murciélagos y encontraron 87% de reactores a la
histoplamina en Juxtlahuacan y 890% en Olinala. Se aislaron tres
cepas de H. ¢apsulatum a partir de muestras de suelo contaminado
con  guano Yy ekcretas de aves y otras tres especies de
murciélagos insectivoros. Concluyen que la alta incidencia de
reactores a la histoplasmina y la presencia del hongo revelada
por los aislamientos demuestran una alta incidencia de

histoplasmosis en las dreas de estudio del Estado de Guerrero.®?
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El estudio de la coccidioidomicosis se inicia en México por
el Dr. Gonzalez Ochca a partir de 1944 con un estudio cuyo
objetivo fue determinar las zonas de alta endemicidad en base a
la reactividad cutédnea a la coccidioidina y limite las A4reas
segin el nimerc de reactores entre 5-50% o mds. Con este
eriteric encontrd tres zonas: 1) Norte, correspeondiente a los
Estados de Baja California, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo
Leén y Tamaulipas; 2) del Pacifico, regidn limitrofe de Sinaloa,
Nayarit, Jalisco y Colima; 3) Central, que incluye el suroeste
de Coahuila y norte de Durango. Concluyo que la distribucidn
geografica de la sensibilidad a la coccidioidina mostro que la

infeccién por Coccidioides immitis abarca una gran extensidn del

pais e infirié que el problema es grave en México.? %

En otro estudioc realizade en la Universidad de Toluca de agosto
a diciembre de 1979 con 4114 nifios en guienes se aplicd pruebas
intradérmicas con antigenos de histoplasmina y coccidioidina
demostraron 52 reactores a la histoplasmina y 175 a la
coccidioidina, ambos de 5 mm o mas de induracién. Concluyeron

que aln cuandc las condiciones ecologicas de la zo8a estudiada

son propicias para la presencia de H. capsulatum el nimero de
reactores fue bajo. Ademas por la alta incidencia de reactores a
la coccidicidina indice que C. immitis no esta limitado a las
idreas desérticas y semidesérticas y gque existen micro-dreas en
el Estado de México.®®

Fredich en 1989 realizo un estudio sobre la prevalencia de la




26

coccidioidomicosis en 1128 residentes de la ciudad de Tijuana,
el cual consistié en aplicar pruebas intradérmicas con antigenos
de coccidioidina y esferulina a nifies de primaria, secundaria y
adultos trabajadores de maguiladoras. Encontrd 113 personas
positivas a los antigenos y concluyo que las zonas de residencia
como mesetas, valles o cafiones no se relacionaban con las

reacciones intradérmicas positivas.®®

En 1991 Benavides publico un trabajo realizado en Nuevo Ledn con
revisién de archivos clinicos e informacién de neumdlogos y
dermat6logos de algunos centros hospitalarios; encontrd 150
pacientes: 50 del Hospital de Especialidades 25 del IMMS, 5 de
1a Cliniea Cuauhtemoc y Famosa, 82 del Hospital Universitario
"Dr Jose E. Gonzdlez" y 13 del Hospital 25 del IMMS, de 1los
cuales 112 tenian localizacidn pulmonar, 33 en piel, 6 en tejido
ésec y 5 en meninges. De los 33 casos cutdneos solo uno
correspondia a la forma cutéanea primaria y no se encontré ni
radioldgicamente ni por estudic de laboratorio manifestaciones
de coccidiocidomicosis pulmonar activa. En este mismo estudio, de
los 50 casos pulmonares encontrados en el IMSS, 36 fueron
diagnosticadoes y'tratados inicialmente contra tuberculosis; los
investigadores concluyen gue ante un tratamiento antifimico es
necesério pensar en una coccidioidomicosis y hacer todos los
estudios para obtener el diagndstico correcto, asi como ampliar
la informacién entre los médicos sobre esta micesis para hacer

un diagnéstico correcto.®
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Laniado y <¢ol en 1931 para determinar la prevalencia de

infeccién por medio de la intradermoreaccidn con antigeno de C.

immitis y aislar e identificar este hengo a partir del aire
ambiente en la zona central de Tijuana ¥ el reporte de casos
clinicos confirmados en los habitantes del &rea, seleccionaron
1 142 sujetos sanos de la ciudad de Tijuana en el Estado de
Baja California Norte a quienes aplicaron pruebas intradérmicas
con antigenecs de esferulina vy coccidioidina. Detectaron 113
reactores a los antigenos, se aislo el hongo del suelo de 1la
zona centro de la Ciudad de Tijuana y en un pericdc de dos
afios fueron diagnosticados siete casos de coccidioidomicesis.
Concluyeron que el aislamiento del agente casual a partir del
suelo, la prevalencia de la infeccién del 10% en una nuestra
representativa de la poblacién y ademas el diagnéstico
confirmado de siete casos de coccidioidomicosis en humanos, son
elementos para considerar a la ciudad de Tijuana come é&rea

endémica de la coccidioidomicosis. ®®

En cuanto al Factor Inhibidor de la Migracidn {(FIM}, los
pocos estudios en micosis pulmonares se han reportado en la
paracoccidioidomicosis donde se han heche estudios para evaluar
el FIM con 1la inmunidad celular, humoral y hallazgos

histopatolégicos.

En esta micosis Peracoli vy col en 1982 describen el

comportamiento de la inmunidad humoral vy celular durante la




28

paracoccidioidomicosis inducida testicularmente en 130 hédmster
machos y comparo la respuesta inmune con la morfeologia de las
lesicnes; encentrd gque el FIM se manifiesta a partir del 15ave
dia en el 50% de los ratones ¢on una respuesta mayor entre los
60-50 dias. Concluyeron que la digeminacién de la
paracoccidioidomicosis en los hémster esta asociada con una
depresién de inmunidad celular con cambios en el patrén de los

granulcmas y una intensa proliferacidn fingica y amiloidosig.®*?

En ese mismo afio Defaveri y col  hicieron un estudio sobre la
respuesta del FIM en una infeccidén experimental a 100 ratones
incculados intratriguealmente con Paracgccidioides brasiliensis
en los cuales encontrd que la infeccidn se presentaba desde el
30ave dia y la respuesta al FIM a partir del 15avo dia.
Concluyeron gque 1ia via intratragueal representa un método
altamente efectivo de infeccién a ratones con P, brasiliensisg y
que esta infeccién experimental tiene una forma granulomatosa

con una respuesta inmune humoral y celular especificas.®®

1,058 mismos investigadores en 1992 estudiaron la respuesta del
FIM en ratones inmunizadoes v no inmunizados a la
paracoccidioidomicosis y encontraron una reaccidn positiva al
FIM desde el primer dia en los ratones inmunizados y en los no
inmunizados entre los 8-30 dias. Por lo tanto en este modelo la

resistencia pulmonar c¢ontra P. brasiliensis parece estar

relacionada a una reaccién de hipersensibilidad tardia local y
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sistémica.®*
En 1993, Peracoli y col estudiaron el efecto del extracto de
leucoeitos dializados obtenidos de hémster inmunizados y no

inmunizados con Paracoccidicides brasiljensis durante el curso

de paracoccidioidomicosis experimental, evidenciaron que el FIM
en presencia de antigeno paracoccidioidina o fitohemaglutininag
inician la migracién a partir del octavo dia de 1la infeccidén en
ambos grupos de animales, y concluyeron que la inmunoterapia con
extractos de leucocitos dializados inmune o no inmune pueden ser
ytiles como una terapia adicional en paracoccidioidomicosis y en
otras infecciones con depresién en la inmunidad wediada por

células,®?
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Por lo antes citado, es evidente gque desde los estudios
realizados por el Dr. Gonzdlez Ochoca son muy pocas las
investigaciones que se han realizado con el objetivo de
actualizar la epidemiclogia de la nistoplasmosis Yy la
coccidioidomicosis en nuestro pais por medio de la
intradermoreaccidén con histoplasmina Y coccidioidina para 1la
evaluacién "in vivo" de la hipersensibilidad tardia por lo tante
es diffecil saber nuevos sitiocs de riesgo donde se puedan
contraer estas micosis y ademds en estas micosis no se ha
realizado el Factor Inhibidor de la Migracién (FIM) el cual es
iiberadc en el momento en que el antigenc se pone en centacto
con los linfocitos T sensibilizados por el hongo e inhibkir las
actividades migratorias de macrdfagos y Otros leucocitos, esta
produccién de FIM antigeno-inducida "in wvitro® coincide con el
estado "in vivo" de hipersensibilidad tardia; por lo tanto es
importante conocer la reaccién de los linfocitos estimulados por
accidn de los antigencs de histoplasmina ¥y coccidioidina en

relacién con los macréfagos, tanto "in vivo" como "in vitro".

Actualmente los estudiantes de carreras gque salen al campo como
son bidlogos, médicos veterinarios zootécnistas, gedloges,
antropblogos, quienes estan expuestos a una serie de infecciones
causadas por virus, bacterias u hongos; pueden presentar una
sintomatolocgia clinica que va desde una ligera urticaria hasta
una infeccién severa o grave. Realizan actividades en todos los

climas de la Repiblica Mexicana desde el semidesértico hasta el
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tropical, con actividades muy variadas: colecta de plantas sobre
superficies de rocas, arboles, pequeflas cavernas o cuevas, asi
como colecta de animales de todes géneros Yy especies;
actividades que realizan en contacto directo con el material de
colecta y por lo tanto estdn expuestos a la inhalacién de las

esporas de H. capsulatum y C. immitis sin ninguna proteccién.

Por esto la importancia de difundir el conocimiento sobre la
histoplasmosis Y la coccidioidownicosis a estos grupos de
estudiantes y concretar medidas de seguridad para prevenir la
infeccién. Al dar a conocer los resultados obtenidos del
presente estudio, se hard conciencia de los lugares considerados
como sitios d&e riesgo para estas micosis y se propondrédn
mediadas de seguridad para evitar en lo posterior el contacto

masivo con las esporas de dichos hongos.

Es importante sefilalar gque por la similitud en el cuadro clinico
de estas micosis con la tuberculosis se aplicdé una prueba con

PPD para descartar una infeccién con el bacilo tuberculoso.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de la reactividad cuténea a la
histoplasmina, coccidicidina y PPD en estudiantes de alto riesgo
de tres instituciones a nivel licenciatura en el Estado de

México.

OBJETIVCOS ESPECIFICOS

Preparar antigenos de histoplasmina y coccidicidina con sus

pruebas especificas de esterilidad, potencia y estandarizacién.

Difundir por medio de platicas el conocimiento de la
histoplasmosis Y la coccidioidemicosis en estudiantes
considerados de alto riesgo como bidlegos Y médicos

veterinarios.

Comprobar la reaccién de hipersensibilidad cuténea por medie
de una prueba piloto de deteccién de respuesta inmune "in vitro"
como el factor inhibidor de la migracién (FIM) en una muestra de

la poblacidn de estudiantes.
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POBLACION.

Se realizé un estudioc prospectivo en 1 078 estudiantes entre
18-25 afios de uno y otro sexo gue pertenecian a la carrera de
biologia y médico veterinario zooté&cnista de tres instituciones
dal Estado de México pertenecientes a la Universidad Nacional
Autédnoma de México, se les impartio 14 conferencias sobre la
importancié clinica de la histoplasmosis Yy la
coccidioidomicosis, su epidemiologia, la utilidad de 1la
aplicacién de los antigenos estandarizados de histoplasmina vy
coccidioidina y sobre medidas de prevencidén. Estos grupos de
escudio fueron considerados drupos de riesgo debido a que
salieron a practicas de campo a algunos poblados de los
Estados de Veracruz, Oaxaca, Guerrero, Hidalgo, México, Puebla y
Chiapas sitios designados como endémicos por el Dr. Gonzilez

Ochoa desde 1964 para ambas micosis.

Del totali de estudiantes 278 aceptaron participar en la
investigacién firmando un documento de aceptacién para la
aplicacién de la prueba. Se les pidio llenar un cuestiocnario con
el objetiveo de recopilar datos generales: lugar de nacimiento,

residencia y lugares de prdcticas de campo. Anexo 1, 2

La distribucidén de los grupos fue: 156 del Campus  Iztacala,
66 de 1la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza (FES
Zaragoza} y 56 de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlén

{FES Cuautitlan).
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Dentro de los 278 estudiantes se seleccicnaron 10 reactores Yy 10
negativos a la histoplasmina pertenecientes al Campus Iztacala a
quienes se les determinoc en suero la prueba inmunclégica del
Factor Inhibidor de la Migracién (FIM) para detectar in vitro la

respuesta inmune celular.

ELABORACION DE LOS ANTIGENOS

La elaboracién de los antigenes de histoplasmina vy
coccidioidina se realizé en el laboratoric de micologia Dr.
Gonzdlez Ochoa del Instituto Nacional de Diagnéstice vy
Referencia Epidemioldgicos (INDRE) utilizando la técnica de
preparacién y estandarizacidn que se efectila en los Centros de
Control de Enfermedades (CCE} de 1los Estados Unidos &y
el antigeno de PPD fue proporcionado por el Instituto Nacional

de Higiene de la Secretaria de salubridad y Asistencia (SSA}.

A. CEPAS

Se utilizaron las cepas de Histoplasma capsulatum (fase
micelial) No.:5037, 5020, 5040, Y Coccidioides _immitis No.:
5432, - 5247, 5215, 5235, ambas probadas en el laborateorio ya
mencionado como buenas productoras de antigeno.

Los cultivos de H. capsulatum y C. immitis se conservaron en

agar Sabouraud glucosa inclinado y se transfirieron a intervalos
de un mes a temperatura ambiente, para su posterior uso en la

preparacién de los antigenos.
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B. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Y ANTIGENOS DE
PRUEBA
En 100 ml de medio de cultivo modificado Dorget-Henley (ver
apéndice A) se transfirié un fragmento de micelic de
aproximadamente 5-10 mm de diametro de H. capsulatum y C.
immitis por medio de un asa de nicromel y se dejo flotar en la

superficie del medic. Se incubo a 25 °C por 3 meses Yy se

chservarén diariamente.

. 8e examinaron los cultivos y se desecharon los atipicos y
agquellos en los cuales la pelicula no cubria la superficie del
medio y se esterilizaron a 121°C por 60 min; y aquellos que al
observar al microscopio el medio iiquido presentara
qontaminacién bacteriana. El uso de mascarilla y campana fue
importante para evitar la inhalacién de las esporas y la

contaminacién del aire en la zona de trabajo.

- Los cultivos puros de cada botella se filtraron en papel
filtro (Wathman 2V) colocado en un embudo de acero inoxidable a
un matraz de un litro de fondo plano como lo indica el diagrama

I.

- Se tomaron 25 ml del medio para la prueba de esterilidad para

cultivo {ausencia de patdgenos)}. - ver apéndice B.,I-

- Una muestra de 50 ml se tomo para la prueba de esterilidad in

vitre y la prueba de potencia (ver apéndice B I, II y III}.
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Si el filtrado era libre de patégenos Y tenia la potencia
adecuada se embasaron los antigenos en frascos con tapén de

hule, se etiquetaron y almacenaron a 3°C + 2°C.

. PREPARACION DE ANTIGENQOS PARA LA INTRADERMOREACCION

Se tomaron 250 ml del diluyente de glicerina, glicerol y
cloruro de sodie (ver apéndice C) y se le agrego un volumen
igual de la histoplasmina © coccidioidina de prueba para hacer
el antigeno de las intradermoreacciones eguivalente en potencia
2 una dilucién 1:100 de la histoplasmina vy coccidioidina ce

estandard de referencia, se mezclo bien, tapc Yy etigueto.

APLICACION DE LAS INTRADERMOREACCIONES

Después de limpiar perfectamente la cara anterior del los
antebrazos <¢on  una torunda con alcochel al 70%, se inyectd
intradérmicamente con una jeringa estéril de 1 ml, C¢.1 ml. dal
antigeno: en el antebrazo derecho: en la parte superior se
aplicé coccidioidina, Yy en la parte inferior PPD; Yy en el
antebrazo izquierdo histoplasmina. Una buena aplicacién se noto
al observar un peguefia &mpula en la epidermis de 2 mm de alturs.
La lectura se tomo a las 48 horas, una reaccién de 5 mm o mas de

induracién se considero positiva.?r ®

La lectura de la prueba se realizd tomando un cuadroc de

papel celofdn de 4 cm?, se colocé en la prueba cuténea, se
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copié con una pluma la zona indurada y el eritema y se pego en
el cuestionario de la persona en el espacic correspondiente al

resulvado de la prueba.

Z1 llenado de la jeringa asi como la aplicacién se realizo por

la misma persona para evitar errcres de procedimiento.

FACTOR INHIBIDOR DE LA MIGRACION (FIM)}

En los estudiantes gue presentaron reaccién positiva a la
histoplasmina, se les tomo 15 ml de sangre por puncién venosa
con una jeringa de 20 ml con 5 ml de gelatina al 3% en alsever,
ce mezcld bien y se dejo sedimentar en posicién horizontal a
37¢C por 45 minutos. El método utilizado fue el que se realiza
en el laboratorio de inmunologia del Campus Iztacala ({(ver

apéndice D).
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Se impartieron un totql de 18 platicas (previo arreglo
administrativo con los Jjefes de departamento) a 1 078
estudiantes con el objetivo de informarles sobre la importancia
clfinica de la histoplasmosis y 1la coccidioidomicosis, su
epidemioclegia, la utilidad de la aplicacidén de los antigenos
estandarizados de histoplasmina y ceccidicidina y sobre medidas

de prevencién.

De los 1 078 estudiantes que asistieron a las pléticas solo
278 aceptaron participar en el estudio de los cuales 75 casos
equivalente al 27% presentaron reactividad a los antigenos
distribuide de la siguiente forma: 31 (11.2%} reactores a la
histoplasmina, 2 {0.7%) reactores a la coccidioidina y 42

(1%.1%) reactores al PPD. Cuadro 1

La frecuencia mas alta a la histoplasmina c¢orrespondid en
primer lugar al grupo del Campus Iztacala con 20 alumnos que
corresponde a un 12.8%, en segundo lugar la FES Zaragcza con 6
alumnos que representa el 12.2% y en tercer lugar la FES

Cuautitldn con 3 eqguivalente al 5.4%. Cuadro 2

La reactividad a la coccidioidina se observd unicamente en dos
estudiantes de bioclogia &el Campus Iztacala con una frecuencia

de 1.3%. Cuadro 1

En cuantc a los reactores al PPD los estudiantes del Campus

Iztacala ocuparon el primer lugar con 22.5%, el segundo lugar la
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FES Cuautitlan con 12.5% y en los estudiantes de la FES Zaragoza

no se aplico. Cuadro 3

En el lugar de nacimiento y residencia de los 20 estudiantes
reactores a la histoplasmina del Campus Iztacala, se observo que
8 no cambiaron de residencia y los lugares de Aasistencia a
practicas se localizaron en los Estados de Veracruz, Hidalgo,
Guerrero, México, Qaxaca, Michoacin ¥ Chiapas; los 12 restantes
manifestaron un cambio de residencia: 8 cambiaron se residencia
al Estado de México y los lugares de practica fueron a los
Estados de Veracruz, Hidalge, Colima, Oaxaca, México, Guerrero Yy
San Luis Potosi; uno cambioc se residencia al Estadc de Puebla Y
el lugar de précticas fue en el Estado de Oaxaca; dos provenian
de Estados del sur del pafs al DF y los lugares de préctica se
localizarén en los Estados de Veracruz, México, Campeche vy
Puebla; y uno proveniente d&el Estado de Oaxaca al Estade de
México con practicas en Veracruz, Qaxaca, Puebla y Guerrero.

Cuadroc 4, &

De los ocho estudiantes de biologia de la FES Zaragoza reactores
a la histoplasmina: tres no cambiarcn de residencia y los
lugares de practica pertenecian a los Estados de Hidalgo,
Guanajuato, Guerrero y Puebla; cinco manifestaron cambio de
residencia, tres del DF al Estado de México con lugares de
pridctica en el Estado de Puebla y dos provenientes uno de

Chiapas y el otro de la Repiblica de El1 Salvador sitios
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considerados endémicos para la histoplasmosis ¢on residencia en
el Estado de Méxice y lugares de prictica en el Estado de

Hidalgo. Cuadro 5, &

Los tres estudiantes de carrera de médico veterinario de la FES
Cuautitlan citaron no haber tenido cambic de residencia en toda
su vida y que los lugares de practicas de encontraban en los
Estados de México, Veracruz, Guerrero, Colima y Quintana Roo.

Cuadro &5, 7

De acuerdo con lo anterior se observo que los Estados con mayor
frecuencia de asistencia por los reactores a la histoplasﬁina
son aquelles localizados en la parte centro y sur del pais como
son: Veracruz, Oaxaca, Guerrero, Hidalgo, México y Puebla.
Cuadro 8

La asistencia de los estudiantes reactores a la histoplasmina a
las diferentes localidades en los Estados de la ReplGblica
Mexicana muestra gque los sitios mds visitados fuerdn: Veracruz,
Tecolutla Ver., Cerro de oro, Rio manso QOax., Zihuatanejo,
Juxtlahuaca Gro., El Chico, Ixmiguilpan Hgo., Tlacualpican Pﬁe.,

y Zempcala Méx. Cuadro 9, 9a

Los reactores a la coccidioidina reportaron no haber tenide
cambio de residencia y los lugares de practicas fueron en
Veracriz, Qaxaca, ﬁéxico, Morelos, Guerrero, Hidalge y Michoacdn
estos dos dlcimos considerados endemicos para la

coccidioidomicosis.
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La produccidén de FIM realizada en 10 estudizances histoplasmina
positivo y 10 histoplasmina negative del Campus Iztacala mostrd
un Indice de migracién mener & 0.8 en .os capilares de
estudiantes histoplasmina positivos y un indics mayor a 0.8 en

los estudiantes histoplasmina negatives. Cuadre 10



Frecuencia de reactores
coccidioidina

Cuadro 1

y PED

a la

en los

histoplasmina

grupos de

estudiantes de tres institucicnes de la UNAM.
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Antcigenos

Grupo de
Histoplasmina Coccidioidina PPD
estudiantes
No. (%) No. (%) No. (%}
Campus Iztacala| 20/156 {12.8) 2/156 (1.3) 35/156 (22.4)
FES Zaragoza 8/66 (12.1) 0/66 {0.0) 0/66 { 0.0)
FES Cuautitlan 3/s6 { 5.4) 0/56 (0.0) 7/56 (12.5)
Total 31/278 (11.2) 2/278 {0.7) 42/278 (15.1)




Cuadro 2

Frecuencia de estudiantes reactores a la
histoplasmina en los grupos de estudio.
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Grupos de estudio Estudiantes
Positivos Nagativos
No./Total (%) No./Total (%}
Campus Iztacala 20/156 {12.8) 136/156 (87.2)
FES Zaragoza B/66 {12.1) 58/56 (87.9)
FES Cuautitlan 3/56 { 5.4) 53/56 (s4.6)
Total 31/278 {(11.2) 247/278 (88.8)




Cuadro 3

Frecuencia de estudiantes reactores al PPD

en los grupos de estudio.

48

cstudiantes
Grupos dce
estudio Positivos Negativos
No./Total (%) No./Tctal (%}
Campus Iztacala 35/156 (22.4) 121/156 {77.6)
FES Cuautitlén 7/56 (12.5) 49/%5 (87.5)-

Total

42/212 (19.8) 170/212 (0.2}
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Cuadro 4

Lugar de nacimiento, residencia y lugar de
priécticas de los estudiantes de biclogia
reactores a la histoplasmina de la UNAM

Campus Iztacala.

No. Lugar de Lugar de
Alumnos Nacimiento Regidencia Prictica
8 D.F. D.F. Ver, Hgo, Gro,
Méx, Qax, Mich
Chis
B8 D.F. Edo. Méx. ver, Hgo, Col,
Dax, Méx, Gro,
SLP .
1 D.F. Huauchinango Oax
Puebla.
1 Villa hermosa D.F. Ver, Méx
Tabasco.
1 Tapachula D.F. Pue, Camp
Chiapas.
1 Chazumba Edo. Méx. Ver, QOax, Pue,
Qaxaca. Gro
20 Total




Cuadro &

Lugares de prictica de campo, por lecalidad y
de la Repiblica Mexicana, de los
estudiantes reactores a la histoplasmina en los

Eztado

tres grupos de estudio.
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Grupos de

estudio

No. de

estudiantes

Lugar de préacticas

Campus Iztacala

2

San Cristobal Chis, Colotlipa
Juxtlahuaca Quechultenange Gro

Zihuatanejo Acapulco Gro,
Tecolutla Veracruz Morro de la
mancha Ver, Ixtapan del oro vy
Zempoala Méx

Juxtiahuaca Quechultenengo
Colotlipa Gro, Catemaco Ver,
Colima Col

Rio manso Cerro de Oro Oax,
Veracruz Tecolutla Ver,
Acapulco Zihuatanejo Gro,
Ixtapan del orc Zempoala Méx,
El chico Molange Hgo

FES Zaragoza

Tulancingo Molango Hgo,
Irapuato Gto, Zihuatanejo Gro
Tlacualpican Pue

Jolalpan Tlacualpican Pue

Hidalgo

FES Cuautitliin

Veracruz Ver, Acapulco Gro,
Villa del carbdén Almaraz Méx,
Tapachula Chis, Manzanillo
Col
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Cuadro 6

Lugar de nacimiente, residencia y lugar de
préacticas de campo de los estudiantes de
biologia reactores a la histoplasmina de la

FES Zarago:za.

No. Lugar de Lugar de
Alumnos Nacimiento Residencia Pricticas
1 D.F. D.F. Hgo, CGto, Gro.
2 Edo. Méx. Edo. Méx. Pue
3 D.F. Edo. Méx. Pue
1 Comitéan, Edo. Méx. Ego
Chiapas
1 San Vicente, Edo. Méx. Hdgo
El Salvador
8 Total
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Cuadro 7

Lugar de nacimiento, residencia y lugar de
précticas de los estudiantes de medicina
veterinaria reactores a la histoplasmina de

la FES Cuautitlén.

No. Lugar de Lugar de
Alumnos Nacimiento Residencia Préacticas
2 D.F. D.F. Méx, Ver, Gro,
Col, Q.Rooc
1 Edo. Méx. Edo. Méx. México
3 Total




Cuadro 8

Asistencia los Estados de la Repitblica Mexicana
por estudiantes
veterinarinaria reactores a la histoplasmina.

de biclogia Y medicina
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INSTITUCION

ESTADO
Iztacala _ Zaragoza Cuautitlan
Veracruz 9/20 - 1/3
Oaxaca 8/20 - -
Guerrero 7/20 1/8 1/3
Hidalgo 4/20 3/8 -
México 4/20 - 2/3
Puebla 2/20 a/8 -
San Luls Potosi 2/20 - -
Michoacén 1/20 - -
Chiapas 1/20 - 1/3
Colima 1/20 - . 1/3




Cuadro 9

Asistencia de estudiantes de biclogia y medicina
veterinaria reactores a
Estados y localidades de la Repiblica Mexicana.

la histoplasmina en los
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INSTITUCION

Estado Localidad
Iztacala Zaragoza Cuautitlan
Veracruz| Veracruz 5/9 - 1/1
Tecolutla 4/9 - -
Alvarado 2/9 - -
Morro mancha 2/9 - -
Catemaco i/9 - -
Oaxaca Rio manso 3/8 - -
Cerro de oro 3/8 - -
Tuxtepec 2/8 - -
Pochutla 1/8 - -
Guerrero| Zihuatanejo 5/7 1/1 -
Juxtlahuaca 3/7 - -
Colotlipa 2/7 - -
Acapulco 2/7 - 1/1




Cuadro 9a

Asistencia de estudiantes de biologia y

medicina veterinaria reactores a la

histoplasmina en los Estados y localidades
de la Repidblica Mexicana.

INSTITUCION
Estado Localidad
Iztacala Zaragoza Cuautitlén
Hidalgo Chico 2/4 - -
Molango 1/4 1/4 -
Tolantongo 1/4 - -
Frailes - 1/4 -
San Jerdnimo - 1/4 -
Ixmiquilpan 1/4 2/4 -
Mextitlan 1/4 - -
Puebla Puebla 1/2 - -
Tehuacén 1/2 - -
Tlacualpican - 3/3 -
Jolalpan - 1/3 -
México Ixtapan del ore 2/4 - -
Zempoala 3/4 - -
Vvilla del carbdn - - 1/2
Almaraz - - 1/2
S.L.P. Real 14 1/2 - -
Michoacéan|Sierra 1/1 - -
Chiapas Tapachula - - 1/1
San Cristdébal 1/1 - -
Colima Manzanillo - - 1/1
Colima 1/1 - -

n

[V]}




Cuadro 10

Indice de migracién del Factor Inhibidor

de la Migracion (FIM) en una muestra de

reactores a la histoplasmina del Campus
Iztacala.

INDICE DE MIGRACION

Histoplasmina Histoplasmina
Positivos Negativos
0.36 0.90
0.55 0.84
0.33 0.89
0.23 1.00
0.42 0.51
0.32 0.87
0.48 0.86
0.42 0.85
0.47 1.10
0.42 0.88




DISCUSION Y CONCLUSIONES
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S8

Debido a la poca difusién del conocimiento de 1la
histoplasmosis Y la coccidioidomiceosis en la poblacién
estudiantil sobre teodo en medidas de prevencidén se impartieron
18 conferencias a 1 078 estudiantes de biclogia y medicina
veterinaria zootécnista de los cuales lnicamente 278 decidieron
participar en el estudio gquiza por la falta "de informacién,
desconfianza por algo hasta el momento desconocido por elleos, al
delor por la aplicacidén de una inyeccidn intradérmica ¢ por el
resultado de las pruebas.

La diferencia cuantitativa entre los reactores a la
histoplasmina en leos grupos de estudio (cuadre 1,2} pudo deberse
a que las actividades de los bidlogos en las précticas de campo,
radican en la colecta para clasificar plantas y animales de todo
género y especie, adem&s de rocas y fésiles de pequeflas y
grandes cuevas habitas por murciélagos donde las esporas de H.
capsulatum se localizan en el guano de estos animales, mientras
gue los estudiantes de medicina wveterinaria tienen como
actividad principal la visita a granjas de animales, sin embargo
su frecuencia de reactividad (5.4%) se considerd importante al
tomar en cuenta que no visitan cuevas y cabe la posibilidad que
adquirieran la inmunidad celular por la inhalacién de esporas de

H. capsulatum en el manejo de aves contaminadas durante su

visita a las granjas.
Ademls se observd una similitud en la frecuencia de reactividad

entre los estudiantes del campus Iztacala y la FES Zaragoza
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{12.8% y 12.2% respectivamente) debido a que ambos grupos
pertenecen a la carrera de bioclogia y las actividades que

realizan en las practicas de campo son similares.

En cuanto a los reactores a la coccidiocidina solo se encontrarcn
dos estudiantes del Campus Iztacala UNAM, guienes mencionaron
que desde su nifiez residen en el Distrito Federal y el Estado de
México y que los lugares de préctica gque visitaron fueron en el
Estado de Hidalgo especificamente en el d&rea de Ixmiquilpan,
zona gsemisrida con las caracteristicas semejantes a las
reportadas en el norte del pais donde existe C. immitis,®’ pero
dicha =zona ne ha sideo reportada como endémica, ¥ donde
probablemente inhalaron las esporas del hongo, por lo gue
convendria hacer estudios al respecto en dicha drea. La
frecuencia de reactividad cobtenida, 0.7% (cuadro 1) fue menor a
la reportada por Gonzdlez Ochoa 2% ?7- ** Fredich % y Laniado *°
quienes reportaron una incidencia de 5% o mids a la coccidioidina
al basar sus estudios en poblaciones cerradas, es decir,
poblaciones que jamas habian salido de su lugar de origen, dato
que coincide con el resultado de esta investigacidn.

Las intradermoreacciones al PPD se aplicaron en los estudiantes
del Campus Iztacala vy FES Cuautitldn con una frecuencia de
reactividad de 22.4% y 12.5% respectivamente {cuadro 3},
reactividad elevada en comparacién con la obtenida con los
antigenos de histoplasmina vy coccidioidina; esta diferencia

puede explicarse por el hecho de gque la tuberculosis se
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encuentra més ampliamente distribuida en el territorio nacional,
comc se observa en las estadisticas de mortalidad del pais donde
la tuberculecsis se localizo en el 15, 16 y 17avo lugar en los
afios de 1993, 1994 y 1995 respectivamente,® %57 gin embargo los
casos de tuberculosis han ido en aumento en los dltimos afios lo
cual representa nueves retos para su control.

De los 20 estudiantes reactores a la histoplasmina del Campus
Iztacala, ochoc reportaron nc haber tenido cambio de residencia
(cuadro 4), dos de los cuales refirieron haber visitado San
Cristobal Chiapas y Juxtlahuaca Quechultenango y Colotlipa
Guerrero (cuadro 5) zonas publicadas como endémicas por Gonzilez
Ochoa ™% y Taylor;%:%.8 los geis restantes asistieron a
Zihuatanejo y Acapulco Gro, Tecolutla Veracruz y Morro de la
mancha Ver, Ixtapan del oro y Zempoala MEx, aspecto importante
pues estos lugares han sido reportados como no endémicos para la
histoplasmosis ° y en donde probablemente existen fuentes de

infeccién hasta el momento no reportadas, dato gque se apoya con

estudios previos donde H. capsulatum ha sido aislado del suelo
de parques,’® cerca de edificios o casas viejas,” excavaciones de
un nuevo subterrfneo " y ciudades como Indianapelis;’® ademéas
cabe la posibilidad que los dos estudiantes gque asistieron a
zonas endémicas hayan sido portadores de las esporas de H.
capsulatum en el material de colecta por ignorar las medidas
minimas de prevencidn contra dicho hongo.

Nueve mencionaron cambio de residencia del Distrito Federal

{cuadro 4): ocho al Estado de México y uno al Estado de Puebla;
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tres de estos nueve {cuadrc 5} citaron haber visitado
Juxtlahuaca OQuechultenango y Colotlipa Gro, Catemaca Ver, ¥

Colima Col, zonas reportadas por Gonzdlez Ochoa ?

y Taylor
53,67.68 endémicas para la histoplasmosis; y los seis restantes
estuviercon en una situacién similar a la mencionada
anteriormente.

Los tres estudiantes restantes ({cuadro 4) citaron haber nacido
en Villa hermosa Tab, Tapachula Chis Yy Chazumba 0Oax, zonas
reportadas no endémicas para la histoplasmosis,’ sin embargo cabe
la posibilidad gue en su nifies visitaran =zonas endémicas
aledafias a sSu lugar de origen como Tuxtla Gutierrez ¥y San

Cristébal Chis, y Oaxaca ©Oax donde tuvieron un primo-contacto

con lag esporas de H. capsulatum Yy adgquirieron la inmunidad

celular y tal vez desarrollarcon una enfermedad asintomética, la
cual paso inadvertida, ya que como ellos mencionaron su cambio

de residencia lo realizaron pasada la edad de adolescencia.

De ljos ocho estudiantes de Dbiologia reactores a la
histoplasmina de la FES Zaragoza {cuadro &) tres manifestaron ne
haber cambiado de residencia y las practicas de que realizaron
fueron a Tulancingo y Molango Hgo, Irapuato Gto, Zihuatanejo
Gro, y Tlacualpican Pue (cuadro 5), zonas reportadas no
endémicas para la histoplasmosis;’ los siguientes tres {cuadro 6)
cambiaron su residencia del Distrito federal al Estado de México
y tuvieron précticas en Jolalpan y Tlacualpican Puebla. Cabe

sefialar que estos estudiantes mencicnaron gue los sitios
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visitados tenian cuevas habitadas por murciélagos los cuales
colectaron , asi como el guano de los mismos para estudios
posteriores en el laboratorio de la instituecidn, donde
adquirieron la inmunidad celular por la inhalacién de las
esporas del hongo. Los dos estudiantes restantes (cuadro 6)
revelaron proceder Comitan Chis y San Vicente en la Repiiblica
de El1 Salvador y aungue manifestaron no haber visitado cuevas
habitadas por murciélagos durante su estancia en estos sitios,

si reportaron visitas al. Estado de Hidalgo.

Los tres estudiantes reactores & 1a histoplasmina de medicina
veterinaria de la FES Cuautitlan refirieron no haber tenido
cambio de residencia (cuadro 7) y sus précticas de campo fueron
a Veracruz Ver, Acapulco Gro, Villa del carbén y Almaras Méx,
Tapachula Chis, ¥y Manzanile Col ({cuadro 5), zonas consideradas

7 lo que hace pensar dque

no endémicas para 1la histoplasmosis
existen animales contaminades con las esporas de H. capsulatum

en las granjas que ellos visitan.

Con base a los resultados obtenidos se observo que los lugares
de practica mas visitados por los estudiantes de biclogia y
medicina veterinaria (cuadro g) se localizaron en algunos
Estados del centro y Sur del pais donde como seflalo Gonzdlez
ochoa &7 el medio ambiente favorece el desarrollc de H.

capsulatum. Ademds se consideraron significativos tomandc en

cuenta gue las poblaciones visitadas por los estudiantes

{(cuadro 9, %a} a excepcidn de Catemaco ver, San Cristébal Chis,
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Colima Col, Juxtlahuaca Quechultenengo y Colotlipa Gre, son
zonas no estudiadas, 1o cual amerita una investigacidén en
poblacién abierta en lcs Estados de Hiaalgo, Puebla, Michoacan y

México principalmente con el objetivo de actualizar la

epidemiologia de estas micosis, hacer estudios de aislamiento
del hongo en esas zonas para identificar 1las fuentes de
infeccién e informar a la pohlacién estudiantil gue wva con
frecuencia a esos lugares; ademds de concientizarles sobre la
importancia de la aplicacién de pruebas intradérmicas con los
antigenos antes de asistir a esos lugares y las formas de

prevencion.

Es importante mencionar que existié una respuesta mixta en seis
estudiantes del Campus Iztacala <con los antigenos de
histoplasmina y PPD, hecho interesante ya que si los estudiantes
llegaran a desarrollar histoplasmosis podria ser tratada en un
inicio como tuberculosis por su similitud en el cuadro clinico
si el estudiante no hace referencia de su reactividad a 1la
histoplasmina.

En cuanto a la determinacién de la respuesta inmune "in vitro®
realizadas a una muestra del Campus Iztacala, la produccidén de
FIM coincide con. el estado "in vive" de hipersensibilidad
celular del dador de linfocitos; esto es, los linfocitos de los
individuos normales que manifestaron hipersensibilidad cutanea
tardia hacia el antigeno de histoplasmina produjeron "in

vitro" FIM frente al mismo antigeno, en tanto que los linfocitos
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FIM frente al mismo antigeno, en tantc gque ios linfocitos de
individuos gue no presentaron hipersensibilidad tardia hacia
este antigeno no lograron elaborar FIM al ser estimulados in
vitro. Esto, debido a gue la histoplasmina bloqueo la migracién
de los macrdfagos gue se encontraban en las poblaciones
celulares de los individuos sensibles a dicho antigeno. Estos
resultados concuerdan con los hallazgos obtenidos por Peracoli y
cols¢2 y Defaveri y col 60.61 guienes demostraron una actividad
FIM en sueros de ratones infectados con Paragogecidiodes

P TR ATA A

brasiliensis, y en plel de cobayos, con reaccién de

hipersensibilidad tardia, identificaron factores guimiotécticos
para macrbéfagos, aunque 0o es comparable con este estudio por
ser trabajos experimentales, apova que lo encontrado in vitro

tienen realmente efecto in vivo.

Por lo antes expuesto 5S¢ concluye que:

Existen reactores a la histoplasmina, coccidiodina y PPD en
ios estudiantes de las carreras de biologia y medicina
veterinaria zootecnista que tienen préacticas de campo €n las

tres instituciones estudiadas.

Existe un alto riesgo de contraer histoplasmosis Yy
coccigdioidomicosis en los Estados de México, Hidalgo,
puebla y Michoacén, sitios reportados como no endémicos para

estas micosis.
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La prueba in vitro del Factor Inhibidor de 1a Migracién
confirma a una prueba in vive de reactividad cutdnea para la

deteccidn de hipersensibilidad tardia.
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ANEXO 1

ESTUDIC EPIDEMILOGICO CON HISTOPLASMINA COCCIDIOIDINA Y PPD

Fecha de estudio

Nombre No.

Edad Sexo

Escuela Carrera Semestre

Tipo de Alergias

Lugar de Nacimiento Tiempo

Lugar de Residencia Tiempo

Ultimas préacticas al campo

Préximas prdcticas de campo (Lugar y tiempo de estancia)

Resultados de las pruebas con la medicién

en mm de induracién

HISTOPLASMINA COCCIDIOIDINA PPD.
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ANEXDO 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO PARA EL ESTUDIQO INMUNOLOGICO

‘DE HYISTOPLASMOSIS Y COCCIDIOIDOMICOSIS

Fecha
A QUIEN CORRESPONDA:
El suscrite hace constar gque
la Dra. ha explicade en forma

clara y sin dejar duda alguna, el motivo de esta investigacién.

Hizo enfasis en el beneficic que el estudio pueda aportar a los

conocimientos actuales sobre el campo.

Firma del alumnc

Nombre
Domicilio
Télefono
Testigo Testigo
Nombre Nombre
Domicilie Domicilio

Teléfono Teléfono
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APENDTICE A

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO MODIFICADO
DORSET-HENLEY

Reactivos.
L-Asparagina 14.00 g
Fosfato dipotédsico 1.31 g
Citrato de sodio 0.74 g
Sulfato de magnesio 1.50 g
Citrato férrico 0.30 g
Dextrosa 10.00 g
Glicerol 25.00 g
Agua destilada 1 000 ml

Se diluyen 100 ml en matraz con tapdén de algodon o 250 ml en

matraz Erlenmeyer y se esteriliza en autoclave 1i-312 libras de

presién durante 25 minutos.
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APENDICE B
PRUEBAS UNICAS PARA EL PROCEDIMIENTO

I. Pruebas del cultivo para determinar ausencia de hongos
patdgenos.

- Affadir 1 ml de antigeno crudc en medio con agar Sabouraud
inclinado.
- Incubar a 25°C por cuatrc semanas.

- Examinar y anotar los resultados a intervalos semanales.

-

11. Prueba™in vitro”para la demostracién de ausencia de hongos

patdégenos.

- Inyectar 0.5 ml del antigeno intraperitonealmente a ocho
ratones de 16-20 grs de pesc cada uno.

- Revisar la condicidén de los mismos diariamente por cuatro
semanas.

- Se realiza necropsia a todos los animales moribundoes
durante la observacidén periddica y a los sobrevivientes
a las cuatro semanas al finalizar la prueba, sembrar de la
necropsia un fragmente de higado y bazo en placas de
gelosa sangre cisteina glucosada vy agar Sabouraud
inclinado.

- Incubar a 35° C por siete semanas.

- Examinar el desarrolloe de hongos patdégenos semanalmente.

ITI. Prueba de potencia.

Prueba c¢iltanea en conejillos de india sensibilizados.
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- Preparacién del antigeno.

Adicionar

una

completo al

inyeccién.

- Meclar bien.

cantidad igual de adjuvante de Freud

antigeno concentrado justo antes de la

Sensibilizacién de

india hembras de

aproximadamente 0.25

dentro del

posterior

a

tejido

nivel

conejilios de india: en conejillos de
600 - 700 grs de peso inyectar
ml de la mezcla adjuvante-antigeno,
muscular en cada lade del <cuello

de 1las orejas. Usar una jeringas

hipodérmica de 2 ml y agujas de 3/4" de longitud.

Un mes después

probar la sensibilidad en cada conejillo

por inyeccidn intradérmica sobre el costadc con 0.1 ml de

solucién del antigenc, equivalente en potencia a 0.1 ml de

una dilucién 1:100 del antigeno de referencia.

Examinar el sitio de la inyeccién 20-24 horas después y

medir la longitud vy

reaccidn.

Los conejillos

que

el diametro transversal de cada

miestran eritema de 10-20 mm se

emplearan para la prueba con los antigenos de referencia y

los de prueba.

- Procedimiento de pruebas. Prueba preliminar

Rasurar los conejillos tan cerca como sea posible de 1la

espalda y los costados a 3 conejillos sensibilizados.

Preparar una

serie

de diluciones del antigeno de

referencia por duplicado con el diluente del antigeno para
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la primera dilucidn y en salina para las diluciones
restantes, empezar en 1:100; 1:200; 1:400 y 1:800; o
empezar 1:200; 1:400; 1:800 y 1:1600, dependiendo de la
sensibilidad de los animales. Preparar una serie similar
de diluciones de los antigenos de prueba, i.e., 1:100;

1:200; 1:400 y 1:800 & 1:200; 1:400; 1:800 y 1:1600.

Sujetando al animal, se marcar la espalda de cada uno de
ellos para localizar la posicidn de cada una d= las cuatro
inyecciones intradérmicas. Estas posiciones quedan cerca
de 2 cm sobre cualgquier de los dos lados de la columna

vertebral como lo muestra el bosquejo.

Antigeno de Antigeno de

referencia prueba
1:100 1:200 1:100 1:200
1:200 6 1:400 1:200 & 1:400
1:400 1:800 1:400 1:800
1:800 1:1600 /A 1:800 1:1600

Sostener los animales e inyectarles 0.1 ml dJde cada
solucidn intradérmicamente en la posicidn dada en el
bosgquejo. Usar jeringas para tuberculina se 1 ml y agujas
de tamafio 3/8" (intradérmica).

En el lado izquierdo del animal inyectar la serie de
diluciones de los antigenos de referencia y en el derecho
la serie de diluciones de los antigenos de prueba.

Después de 20-24 horas medir la reaccién. Anoctarlas con un

niimero de registro.
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Medir a las 40-48 horas después de la inyeccién para
confirmar las reacciones de los antigenos de prueba.

A las 24 horas de reaccidn se deteymina si los antigenos
fuerén equivalentes o ligeramente mas potentes gque los
antigenos de referencia y por 1o tanto segiin los cdlculos

se diluyerén 1:200 para su aplicacién.

. procedimientc de pruebas. Prueba final.
Los antigenos obtenidos estuvierdn entre 1:100 y 1:300 con
los de referencia por lo tanto se hicierdn diluciones

1:200 para su aplicacién.
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APENDICE c

PREPARACION DE SOLUCION PARA INTRADERMOREACCION

Reactivos

Glicina 6.0 g

Glicerol 15.0 ml
Clorure de sodio 3.0g¢g

Agua destilada 1 000 ml

Se ajusta el pH a 7.3 con NaCH al 1N con un contador Beckman
g, se filtra y esteriliza con dos hojas de papel aluminio grueso

para evitar la contaminacién con pelusas a 121°C por 30 minutos.

Esterilizado se reemplaza el tapdn de aluminio por uno de

goma estéril.

Se adiciocna timercsal 10% para hacer una concentracidén final
de 0.0025% y el volumen perdido se reemplaza con agua esteril y

se mezcla bien.
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APENDTICE D

INHIBICION DE LA MIGRACION CELULAR

Técnica directa para leucocitos
periféricos humanos.

1. Recolectar sangre periférica sobre 5 ml de gelatina en
alsever al 3% heparina (15 ml de sangre) mezclar bién y dejar

sedimentar a 37°C por 30-45 min.

2. 8in mover la jeringa y con ayuda del capuchon, doblar la
aguja hacia abajo para formar un &ngulo de més o menos 50°.
Apcyar el embolc sobre la mesa y presionar suavemente para
extraer el plasma rico en leucocitos ( las primeras gotas se
eliminan para impedir la contaminacién con eritrocitos). Recibir
el plasma en un tubo cénico con tapdn de rosca estéril gota por

gota.

3. Lavar los leucocitos en alsever por centrifugacién a 2 000
rpm durante 5 minutos dos veces. Si es necesario se da un chogque
osmdtico para eliminar los eritrocitos con agua destilada
durante 20-30 segundos. Lavar nuevamente y resuspender en 1 ml
de medio de cultivo para hacer un conteo de las células en la
camara de Neaubauer y ajustar a una concentracién de 4 x 10

células/ml.

4. Con la suspencidén anterior llenar tubos capilares hasta 3/4

de su capacidad, sellar por un extremo a la flama del mechero y
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centrifugar a 2 000 rpm durante 3 minutos para empaquetar las
células. Cada capilar se corta en 1la Iinterfase células-
sobrenadante y colocar la porcién gue contiene las células en el
fondo de una camara de Bloom, previamente sellada una de sus
caras con un portaobjetos con parafina. Fijos los capilares,
cubrir las camaras en su otra cara con un perta objetos y sellar

con parafina.

5. Llenar las camaras por los orificios superiores, una con
medic de cultive y la otra con medio y 0.1 ml de antigeno. Hécer
el llenado con cuidado para no afectar a las células de los
capilares y no dejar burbujar. Sellar los orificics con
parafina e incubar en una caja de petri en posicién horizontal a

37°C por 48 horas.

6. A las 48 horas medir el &rea de migracidn, para lo cuil se
proyectan las camaras directamente sobre el papel por medio de
una amplificadora fotografica o proyector de acetatos. Dibujar

las 4reas de migracién sobre el papel, recortar y pesar.

Calcular el indice de migracién:

‘1p4- Pesc promedic de las dreas de migracién con antigeno
Peso promedio de las dreas de migracidn sin antigeno

Si los capilares incubados con antigeno presentan un indice de
migracién menor a 0.8 indica que hubo produccidén de FIM y por lo

tanto el individuo tiene wuna buena respuesta inmune de tipo



DI AGRAMNA I

Filtracién de los cultivos de MHisteplasma capsulatum
¥ Coccidioides immIEis

< I algoddn co: fenol

Paso 1:

Cerrar con pinza A
mientres se filtra
a través del papel
por gravedad.

«—— 4 chiertas de celofan
€«—— filto Seitz

Paso 2: Filtracin para clarificar
Cerrar pinza B
torir y cerror . pirza B cuondo sea necesario
El nivel de filtrado se observa através del
celofin,

40— pinza B
= tberia de
hule

4 cubiertas
Ge celofan
b———

Paso 3: Filtracitn fimal
Abrir y cerar pinza B cuando sea necesario
el nivel se puede cbocrvar a través del
celofén.




